Aislamiento de Cryptococcus albidus en arboles de eucalipto

Laura Rocio Castaiion-Olivares ', Edith Sdnchez-Paredes', Roberto Alejandro Arreguin-Espinosa’,
Guillermo Miguel Ruiz-Palacios y Santos’, Alfredo Carmona’, Rubén Lopez-Martinez'

! Laboratorio de Micologia Médica. Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Medicina, UNAM. M¢éxico, D.F.
’Departamento de Bioquimica. Instituto de Quimica, UNAM. México. D.F. ’Departamento de Infectologia. Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién, SS. México, D.FE. 'Laboratorio de Micologia. Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional

Siglo XX1, IMSS. México, D.F.

Isolation of Cryptococcus albidus on eucalyptus trees

Abstract. Some Cryptococcus yeast species have established diverse ecological associations
with plants. Cryptococcus neoformans, C. gattii, C. laurentii, C. albidus, and C. uniguttulatus
are etiological agents of cryptococcosis, a severe mycotic infection, and of allergies in
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humans. The study of the natural habitat of Cryptococcus spp. is of medical relevance,
because the habitat of these yeasts could representa source of infection for these diseases. In
this study, the presence of Cryptococcus spp. was investigated in Eucalyptus spp. trees in the
National University campus, Mexico City. A total of 923 samples of leaves, flowers, and buds
obtained from 135 trees during one year in four different occasions were processed in niger
agar medium. The isolated fungal colonies were identified by morphological and
biochemical methods. The 4179 fungal colonies obtained were identified, in order of
frequency, as: Saccharomyces spp., Candida spp., Aureobasidium spp., Epicoccum spp.,
Exophiala spp., Trichosporon spp., Penicillium spp., Alternaria spp., and Aspergillus spp. The
only Cryptococcus species isolated corresponded to C. albidus in seven samples.
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Resumen. Algunas especies de levaduras pertenecientes al género Cryptococcus, han
establecido diversas asociaciones ecoldgicas con sustratos vegetales. Cryptococcus
neoformans, C. gattii, C. laurentii, C. albidus y C. uniguttulatus, son especies reconocidas
como causantes de criptococosis, infeccion sistémica grave y de alergias, en el humano. El
estudio del hébitat natural de Cryptococcus spp., cobra importancia médica, pues el
ambiente de estas levaduras podria representar una fuente de infeccién para adquirir esas
enfermedades. En este trabajo se investigd la presencia de levaduras de Cryptococcus spp. en
arboles de Eucalyptus spp., ubicados en Ciudad Universitaria, México. Se muestrearon hojas,
flores y yemas de 135 drboles durante un afio en cuatro ocasiones diferentes, obteniendo un
total de 923 muestras, las cuales fueron cultivadas en medio de niger. Las colonias de hongos
aisladas, fueron identificadas morfolégica y bioquimicamente. Se identificaron 4179
colonias de hongos que en orden decreciente de frecuencia fueron: Saccharomyces spp.,
Candida spp., Aureobasidium spp., Epicoccum spp., Exophiala spp., Trichosporon spp.,
Penicillium spp., Alternaria spp. y Aspergillus spp. La Gnica especie de Cryptococcus aislada
correspondié a C. albidus que fue identificada en siete muestras.
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Introduccion

Dentro del género Cryptococcus se han descrito alrededor de
30 especies, las cuales se identifican por la asimilacion a
diferentes carbohidratos y compuestos nitrogenados [1], por
la morfologia de los estados teleomorfos [10, 23] y por
estudios de las secuencias parciales, obtenidas a través de
ARNTr 8, 10]. Cryptococcoccus neoformans, C. gattii [3, 17]
y en menor frecuencia C. albidus [3, 5], C. laurentii y C.
uniguttulatus [3, 18, 21] son considerados como agentes
etiologicos de la criptococosis humana.

C. albidus, C. laurentii y C. neoformans son
levaduras muy ubicuas, aisladas de frutas, flores [4, 27],
arboles de eucalipto y suambiente circunvecino [6, 11, 23] del
filoplano (superficie foliar) de algunas plantas [13], asi como
también del suelo [4, 22] y materia fecal de palomas [14, 20].
Por el contrario, tanto C. uniguttulatus como C. gattii son
organismos con habitats naturales limitados, el primero se ha
podido aislar a partir de algunos substratos vegetales y del
agua [16], mientras que el segundo se ha aislado
principalmente de arboles como: Angophora costata y
Syncarpia glomulifera [28)], Terminalia catapa [2] y
Mogquiela tomentosa [15]. Sin embargo, en Australia C. gattii
se ha aislado principalmente en diversas especies de arboles
de eucalipto: Eucalyptus camaldulensis, E. tereticornis, E.
rudis, E. gomphocephala, E. blakelyi [ 7], concluyendo que el
eucalipto es el principal reservorio de esta especie de levadura
[7,23].

Con fines de reforestacion de las areas verdes en la
ciudad de México, se introdujeron desde hace un siglo,
arboles de eucalipto originarios de Australia. El campus
conocido como Ciudad Universitaria perteneciente a la
Universidad Nacional Auténoma de México, alberga una
gran poblacion de arboles de eucalipto, siendo Eucalyptus
camaldulensis la especie dominante y con menor frecuencia

E. (aft.) tereticornis, E. globolus y E. resinifera [26]. Con

estos antecedentes y para contribuir al conocimiento
epidemioldgico de la criptococosis en nuestro pais, este
estudio tuvo como objetivo investigar la presencia de
levaduras del género Cryptococcus en estos arboles de

eucalipto.

Materiales y métodos

Mediante el método de numeros aleatorios, se seleccionaron
135 arboles sanos de Eucaliptus spp., localizados en ocho
zonas de Ciudad Universitaria, todas con riego artificial
variable. Durante un afio y en cuatro ocasiones diferentes
(enero, abril, junio y octubre) se tomaron fragmentos de hojas,
flores y yemas de cada arbol, colectando un total de 923
muestras. En cada uno de los dias de colecta, se registraron
datos de temperaturas méxima y minima, asi como indices de
precipitacion pluvial.

Se tomaron 3 g de cada muestra, cada una de las
cuales se trituraron en mortero, adicionando 10 ml de solucién
salina estéril con 200 U de penicilina, 400 mg de
estreptomicina y 10 mg de cloranfenicol. De la suspension
obtenida, se hizo una dilucion 1:100, de la cual se sembraron
10 ml en placas de agar niger [24]. Estas placas se incubaron
en la oscuridad a 28 °C hasta dos semanas, haciéndose
revisiones cada dos dias.

La identificacion de los hongos, se realizé por la
morfologia macroscopica de las colonias anotando aspecto,
color, borde, textura y consistencia; la morfologia
microscépica se efectué mediante el examen directo con azul
de algoddn y tinta china. Las colonias sugestivas de ser
Cryptococcus, se resembraron nuevamente en el medio de
niger, en el cual fueron purificadas, a partir de las cuales se
realizaron las siguientes pruebas: crecimiento a 37°C,
presencia de pigmentos meldnicos en agar niger, produccion
de ureasas, desarrollo de cépsula en agar chocolate,

sensibilidad a la cicloheximida, presencia de proteasas

mediante la hidrélisis de gelatina al 12.0%, produccion de
almidén, desarrollo de tubo germinativo, presencia de
pigmentos en agar extracto de malta, produccion de
seudomicelio en agar harina de maiz, fermentaciéon de
dextrosay finalmente, asimilacion de carbohidratos y algunos
compuestos nitrogenados mediante VITEK" System

(bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France).

Resultados y discusion

Los 135 arboles estudiados, representan un muestreo
estadisticamente significativo del total de los arboles de
eucalipto existentes en el campus de la Ciudad Universitaria
de la UNAM. Se obtuvieron 923 muestras, de las cuales se
aislaron 4,179 colonias de hongos; de éstas siete fueron
identificadas como C. albidus, mostrando las siguientes
caracteristicas: colonias de consistencia cremosa y color
marrén claro en agar niger (Figura 1); al examen
microscopico directo se observaron levaduras redondas
rodeadas de capsula de tamafio variable (Figura 2). La

hidrolisis de urea y crecimiento a 37°C fueron positivos. Los

Figura 1. Colonias de Cryptococcus albidus en el
medio de agar niger.

resultados de asimilacion de carbohidratos y compuestos
nitrogenados, correspondieron a C. albidus.

EnlaTabla 1 se observa la frecuencia de aislamiento
de hongos filamentosos y levaduriformes diferentes de C.
albidus. Es evidente el dominio de las levaduras (Candida
13.1 %y Trichosporon 8.6 %), sobre los hongos filamentosos
(Penicillium 7.7 %, Alternaria 5.6 %, Aspergillus 4.6 %); sin
embargo, C. albidus a diferencia de otros estudios, fue hallado
en una frecuencia muy baja, lo que sugiere que el crecimiento
de esta especie de levadura se ve inhibido por el desarrollo de
otros hongos que compiten por el mismo substrato.

De acuerdo a las condiciones ambientales, se
observo que la temperatura y precipitacion pluvial fueron
diferentes en cada uno de los meses de estudio. De los siete
aislados de C. albidus, tres fueron obtenidos en el mes de
abril, dos en julio y dos en octubre. Durante el mes de enero no
se aislo a esta especie (Tabla 2). La mayoria de los hongos
filamentosos fueron aislados durante las estaciones de julio y

octubre.

Figura 2. Microscopia de levaduras de Cryptococcus
albidus: (a) con capsula grande > 3 um, (b) con capsula
pequeiia < 3 pm. Tincion negativa de tinta china. 400 X.
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Tabla 1. Frecuencia de aislamientos de diferentes
géneros de hongos aislados en las 923 muestras
estudiadas

Numero de

Géneros colonias %
Scopulariopsis 1 0.1
Cryptococcus 7 0.1
Fusarium 10 0.2
Monilia 15 0.4
Micelia sterilia 34 0.8
Cladosporium 76 1.8
Zygosporum 79 1.9
Tricladium 110 2.7
Mucorales 120 2.9
Rhodotorula 121 2.9
Sporobolomyces 191 4.6
Aspergillus 191 4.6
Alternaria 232 5.6
Penicillium 318 7.7
Trichosporon 358 8.6
Exophiala 394 9.4
Epiccocum 407 9.7
Aureobasidium 407 9.7
Candida 551 13.1
Saccharomyces 557 13.3

TOTAL 4,179 100

A diferencia de lo reportado en Australia en zonas
boscosas, en ninguno de los arboles analizados en este
estudio, se aisld C. gattii. Lo anterior puede deberse a que la
Ciudad Universitaria es una zona altamente perturbada,
debido a las modificaciones urbanas del lugar. Es importante
continuar con la busqueda de la fuente ambiental natural de C.
gattii debido a que continia el reporte de casos de
criptococosis, causados por esta especie, en nuestra ciudad [3,
17].

Los siete aislamientos de C. albidus, presentaron:
capsula, pigmentos melanicos y termotolerancia a 37°C,
caracteristicas que en C. neoformans se han comprobado
como factores de virulencia y que se desconocian en C.
albidus [12, 25] que habia sido considerado como inocuo.
Asimismo se ha demostrado que algunas cepas de C. albidus
aisladas de la naturaleza, presentan mayor resistencia a los
antifingicos, que las aisladas de casos clinicos [9]. Estas

caracteristicas de patogenicidad estan estrechamente

Tabla 2. Datos promedio de algunos factores ambientales
prevalentes en los dias de la colecta

Precipitacion
pluvial (mm)

Meses  Temperatura Temperatura
maxima (°C) minima (°C)

Abril 28.0 12.5 0.4
Julio 28.6 11.9 6.6
Octubre 22.9 7.1 0.03

Enero 24.4 2.8 0

asociadas a la dindmica de infeccion, por lo que resulta
interesante considerar a los arboles de eucalipto como fuentes
potenciales de infeccion.

Por otra parte se ha demostrado que C. albidus es
causante de la neumonitis alérgica del verano [19], al igual
que muchos otros de los hongos identificados en los
materiales vegetales, por lo anterior podria deducirse que los
arboles de eucalipto fungen como fuentes importantes de
alergenos fingicos.

En nuestro pais, la criptococosis sigue ocupando un
lugar importante como causa de morbilidad y mortalidad,
sobre todo en pacientes con SIDA, por lo que siguen siendo
prioritarios los estudios para describir nuevos habitats de las
especies de Cryptococcus y por consiguiente las fuentes de

infeccion potenciales de esta levadura.
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